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中文摘要 
在真核生物中，核糖体负责细胞内所有蛋白的合成，而核仁（即 rDNA 区）
是核糖体 RNA 合成、加工和装配的场所。rDNA 区主要由串联重复序列组成，
维持 rDNA 区重复序列的稳定性和完整性对于细胞正常生理活动十分关键。
rDNA 沉默是指将 RNA 聚合酶 II 负责转录的基因插入到 rDNA 区，该基因的表
达会受到明显抑制。rDNA 沉默机制可以有效抑制基因转录，避免 rDNA 串联重
复序列间的同源重组，维持 rDNA 区的稳定性和完整性。 
本论文研究发现：裂殖酵母核仁蛋白 Dnt1 参与 rDNA 沉默依赖于 rDNA 区
的基因转录水平，可能不依赖于组蛋白的乙酰化；Dnt1 对于维持 Acr1 的核仁定
位发挥重要作用；利用 GBP（GFP 结合蛋白）与 GFP 的高亲和力，强制定位过
表达的 NCT 复合体到核仁，可以解救 dnt1∆的 rDNA 沉默缺陷，这说明 NCT 复
合体在染色体臂和核仁发挥不同功能；同样地，将过表达的集缩素强制定位于核
仁，可以高效地逆转 dnt1∆的 rDNA 沉默缺陷。上述结果表明，Dnt1 可能是通过
调控效应蛋白集缩素在 rDNA 区的定位参与调控 rDNA 沉默。 
 
关键词：Dnt1；集缩素；NCT 复合体；Acr1；rDNA 沉默 
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Abstract 
In eukaryotes, the ribosome is responsible for all the protein synthesis in the cell, 
and nucleoli are the places of ribosomal RNA synthesis, processing and assembling. 
rDNA region is mainly composed of numerous tandem repeat sequences, and 
maintaining the stability and integrity of repetitive sequences in rDNA is critical for 
the normal physiological activities of the cells. rDNA silencing is that when a reporter 
gene normally transcripted by RNA PolII is inserted into the rDNA region, the 
expression of the gene will be significantly inhibited. The mechanisms of rDNA 
silencing can effectively inhibit gene transcription, avoid the homologous 
recombination between rDNA tandem repeats, maintain stability and integrity of 
rDNA region. 
In this study, we discovered that gene transcription is necessary for rDNA 
silencing regulated by the fission yeast nucleolar protein Dnt1, and histone acetylation 
modification is probably not relevant to Dnt1 function. Nucleolar localization of Acr1 
(accumulation of condensin at rDNA) depends on Dnt1. By use of the high-affinity 
between GBP and GFP, NCT complex (Nrc1-CKII-TAFs) artificially targeted at 
nucleolus can resuce rDNA silencing defects in dnt1∆, which indicates that NCT 
complex has different functions in chromosome arm and nucleolus. Similarly, 
condensin artificially targeted at nucleolus can effectively reverse the rDNA silencing 
defects in dnt1∆. Thus, our results showed that Dnt1 regulates rDNA silencing 
probably by controlling condensin function at nucleolus.  
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一、前言 
1.1 裂殖酵母概况 
粟酒裂殖酵母（Schizosaccharomyces pombe）是一类单细胞真核生物，在营
养丰富条件下，主要以均等二分裂的方式进行无性生殖，当营养匮乏时才进行有
性减数分裂。裂殖酵母仅包含 3 条染色体，基因组大小约为 13.8 Mb，含有约 5000
个基因，进化上与芽殖酵母（Saccharomyces cerevisia）亲缘关系较远，但是与人
类基因存在很多高度保守的同源基因[1, 2]。裂殖酵母作为经典的细胞周期研究模
式生物材料，具有易培养，细胞周期短，易进行遗传学、生物化学及分子生物学
操作等特点。裂殖酵母已被广泛应用于细胞周期调控、细胞微管形成、减数分裂、
细胞分化、细胞极性、DNA 损伤修复以及 rDNA 沉默等领域。2001 年，裂殖酵
母领袖人物 Paul Nurse 因在细胞周期调控方面作出的杰出贡献，被授予诺贝尔生
理医学奖。如果细胞周期出现紊乱，细胞将不能进行正常的生长，甚至有可能发
生癌变，癌细胞可以无限繁殖，细胞周期失控[3]。近年来，随着人们对裂殖酵母
细胞周期的研究的深入，有助于人们更加了解高等真核生物。 
1.2 rDNA 异染色质区 
在整个细胞周期过程中，常染色质（euchromatin）随着细胞周期进程发生着
集缩和去集缩的周期性变化，异染色质（heterochromatin）则一直保持集缩状态。
从酵母、果蝇到高等哺乳动物，异染色质主要集中于染色体端粒区（telomere）、
着丝粒区（centromere）、核仁区（nucleolus），异染色质区内基因表达总是受到
抑制[4-7]。 
在裂殖酵母中，核糖体 DNA（ribosomal DNA，rDNA）是指编码核糖体 RNA
的基因，一般是 70~100 个拷贝，这些串联重复序列成簇排列于三号染色体的两
端，形成核仁异染色质区，即 rDNA 区。每个串联重复序列包括非编码区的 NTS
（non-transcribed spacer）、ARS（autonomously replicating sequences）、ETS（external 
transcribed spacer），编码区的 18S rDNA、5.8S rDNA、28S rDNA，约 10.4 Kb[8-10]。
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酵母细胞包含很多不转录的 rDNA 重复序列，Satoru Ide 等在芽殖酵母中发现，
当这些不转录的 rDNA 重复序列丢失，细胞的 rDNA 区的稳定性很差，对 DNA
损伤十分敏感，rDNA 重复序列的拷贝数可以维持 rDNA 的完整性[11]。众所周知，
核糖体是细胞内蛋白质合成的主要场所，而核仁主要负责核糖体 RNA 的合成、
加工以及成熟核糖体的装配，所以维持 rDNA 区的稳定显得尤为重要。rDNA 作
为串联重复序列，较易发生同源重组（homologous recombination），形成染色体
外的 rDNA 环（extrachromosomal rDNA circles，ERC），造成 rDNA 拷贝数的丢
失，影响细胞正常的生理功能[12-14]。人类细胞中，ERC 的积累与癌症（cancer）、
亨廷顿舞蹈症（Huntington's disease）等疾病有很大关系，而在酵母细胞中，这
些 ERC 在细胞周期 S 期进行复制，细胞分裂时并不传递给子代细胞，而是一直
积累在母细胞，最终导致母细胞的死亡[13]。但是，在长时间的进化过程中，细
胞产生了许多维持 rDNA 重复序列稳定性和完整性的机制，比如通过抑制 rDNA
区的同源重组和基因转录[12]。裂殖酵母仅有一个核仁，这里发生着活跃的 rDNA
转录，RNA 聚合酶 PolI 负责 18S rDNA、5.8S rDNA 和 28S rDNA 的基因转录，
5S rDNA 则由 RNA 聚合酶 PolIII 负责转录[15]。在细胞有丝分裂后期，rDNA 区
的分离相比其他染色体区域滞后[16]。 
1.3 rDNA 沉默（rDNA silencing）研究进展 
RNA 聚合酶 PolII 负责除核仁区之外大多数基因的转录。rDNA 沉默是指当
RNA 聚合酶 PolII 驱动转录的基因插入到 rDNA 区时，该基因的表达会受到抑制
[17, 18]。 
到目前为止，人们对 rDNA 沉默具体调控机制的研究越来越深入。芽殖酵母
RENT 复合体（regulator of nucleolar silencing and telophase exit）参与 rDNA 沉默
调控，其包括 Sir2、Net1、Cdc14[19]。Sir2 是一种进化上十分保守的 NAD+
（nicotinamide adenine dinucleotide）依赖的组蛋白去乙酰化酶[20]，它参与调控
rDNA 区、端粒区、以及交配型区的基因沉默[21-23]。Net1 是一种核仁蛋白，被
Cdk1（cyclin-dependent kinase）磷酸化后结合 Cdc14，抑制 Cdc14 从核仁释放，
从而抑制 Cdc14 的磷酸酶功能[24, 25]。Cdc14 是蛋白磷酸酶，主要逆转 CDK 激酶
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的磷酸化作用[26-29]。当细胞进入有丝分裂后晚期，RENT 复合体降解，Cdc14 得
以从核仁中释放到胞质，调控细胞周期退出。Damien 等研究发现 Cdc14 能够促
进集缩素 Condensin 在 rDNA 区的富集，保证 rDNA 有效分离到两个子细胞[30]。
Julie Huang 等提出，芽殖酵母 Monopolin 复合体 Csm1/Lrs4 与 Tof2、RENT 复合
体、黏连蛋白 Cohesin 共同抑制 rDNA 区的同源染色体间的不均等交换，维持
rDNA 区的稳定性[31]。已有研究表明，芽殖酵母 Csm1/Lrs4 与裂殖酵母 Pcs1/Mde4
是同源蛋白，在动粒、核仁均有定位，Monopolin 复合体募集 Condensin 到动粒
和 rDNA 区[32]，在染色体正确分离方面发挥重要作用。 
Narendra 等研究表明，芽殖酵母复制叉终止蛋白 Fob1 参与的复制叉阻滞
（replication fork block）和 rDNA 沉默是两个相互独立的生物学过程[33]。Fob1
结合 rDNA 区的 Ter 位点（site-specific replication terminators），促进复制叉阻滞，
避免复制叉与反方向的 35S rDNA 的转录发生相撞，造成 DNA 双链断裂（DNA 
double-strand break），产生损伤[34, 35]。另外，Fob1 通过招募 RENT 复合体到 Ter
位点，抑制 rDNA 区发生同源重组，同时促进 rDNA 沉默[17, 19, 36-38]。Menzel 等
还发现细胞后期促进复合体 APC 通过靶向并降解 Fob1 调节 rDNA 区的稳定性
[39]。Johzuka 等则提出一个模型：Fob1 首先识别并结合 RFB（replication fork 
barrier）处，即 Ter 位点，然后 Fob1 负责招募 Tof2，Tof2 继而招募 Monopolin
复合体 Lrs4/Csm1，之后 Lrs4/Csm1 招募 Condensin 到 RFB，促进染色体集缩，
有利于后期染色体正确分离（图 1-1）[40]。 
 
图 1-1. 芽殖酵母 Condensin 在复制叉阻滞位点募集 
Figure 1-1. Model for Condensin Recruitment to the RFB Site in budding 
yeast[40] 
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除此之外，Xu 等发现，芽殖酵母组蛋白 H3 N 末端的乙酰化位点，特别是
K14 位点，对于 rDNA 沉默十分重要[20]。 
在裂殖酵母中，染色质沉默因子 Clr2 可维持着丝粒区、交配型区、rDNA 区
基因沉默，同时促进交配型区的组蛋白去乙酰化[41]。组蛋白去乙酰化酶（Histone 
deacetylases，HDACs）在基因表达调控、维持异染色质结构方面发挥重要功能。
裂殖酵母的 HDACs 只有 Hda1，Clr3，Clr6[42, 43]。Clr3 是唯一一个定位于核仁的
HDAC，对组蛋白 H3K13 位点进行特异地去乙酰化，促进 rDNA 沉默[44]。异染
色质相关蛋白 Chp1、Chp2、Swi6、Clr4 均参与调控 rDNA 沉默过程，其中 Swi6
在高等生物中的同源蛋白是 HP1，Clr4 是组蛋白甲基化转移酶，主要催化组蛋白
H3K9 位点的甲基化，甲基化修饰后的 H3K9 可以招募 Swi6，进而形成异染色质
结构[45, 46]。裂殖酵母的 Sir2 蛋白，与芽殖酵母 Sir2 蛋白同源，可有效去除组蛋
白 H3K9 位点的乙酰化，促进 H3K9 位点甲基化，调节异染色质形成，同时也参
与 rDNA 沉默[47]。 
裂殖酵母转录终止因子 Reb1、Sap1 可使复制叉在 rDNA 区 Ter 位点发生阻
滞，避免复制叉强行通过造成的 DNA 损伤，有利于 rDNA 区的稳定性[48-50]。
Jaiswal 等解析了 Reb1-Ter 复合体的结构[51]。 
Banday 等发现，裂殖酵母核内膜蛋白 Lem2-Nru1 复合体在异染色质调节的
基因沉默中发挥重要功能，lem2∆、nru1∆任一单缺失都会导致着丝粒区、端粒区、
rDNA 区基因沉默的缺陷[52]。核内膜蛋白对染色体的核内膜锚定作用，对于基因
组的稳定性有很重要的功能[53]。 
1.4 集缩素（Condensin） 
人们推测，细胞在有丝分裂过程中，染色体结构由松散丝状发生高度集缩，
形成短棒槌状：第一，是因为染色质比细胞长度长得多，松散冗长的染色质在胞
质分裂期不能有效地发生分离[54, 55]；第二，间期染色质发生着活跃的基因转录；
第三，伴随着 DNA 复制，姐妹染色体之间存在很多 DNA 连接[56]和蛋白连接[57]，
有丝分裂之前，这些连接需要被降解。在有丝分裂后期，为了保证染色体正确分
离，细胞产生了染色体集缩这一有序可逆的生命活动，用来解决姐妹染色体间的
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
库
前言 
5 
 
连接，缩短染色体长度[58]。对于调控有丝分裂染色体集缩的细胞因子的研究，
早在 1970 年，经典的细胞融合实验发现，当间期 HeLa 细胞和有丝分裂期 HeLa
细胞发生融合，可使间期 HeLa 细胞染色体提前发生集缩[59]。在非洲爪蟾受精卵
细胞系中，当间期细胞核和有丝分裂细胞提取物一起孵育，间期细胞核内形成中
期集缩染色体[60, 61]。随后在芽殖酵母、裂殖酵母、非洲爪蟾受精卵、鸡细胞中
的研究，鉴定出了 Condensin 复合体主要组分 Smc2、Smc4 在有丝分裂染色体集
缩和正确分离发挥重要作用[62-65]。Condensin 是一个进化上高度保守的大型多亚
基蛋白复合体，从细菌、古生菌到真核生物，Condensin 具有十分相似的蛋白结
构（图 1-2）[66]。 
 
 
图 1-2. Condensin 的分子结构 
Figure 1-2. Molecular architecture of condensing[66] 
左边为真核细胞 Condensin 结构，右边为细菌 Condensin 结构。 
 
DNA 拓扑异构酶 II 负责消除染色体高度集缩结构，与 Condensin 功能正好
拮抗[67]。Condensin 的失活会导致 rDNA 集缩功能严重缺陷[68]，染色体臂去集缩
到 G1 期水平[69]。 
芽殖酵母 Condensin 包括 Smc2、Smc4、Brn1、Ycs4、Ycg1 五个亚基。Johzuka
等发现，在芽殖酵母有丝分裂 S 期，Fob1 促进 Condensin 在 rDNA 的复制叉阻
滞位点（Replication Fork Barrier，RFB）处的募集，保证 rDNA 拷贝数的稳定[70]。
Felix 等的研究表明，Condensin 通过 Sir2 促进 rDNA 沉默[71]。Sir2 作为 rDNA 区
沉默的主要调控因子，Condensin 的缺陷使得端粒区的 Sir2 被更多募集到 rDNA
区，所以端粒区基因沉默解除，rDNA 区基因沉默加强，说明 Condensin 确实参
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与调控基因表达。 
芽殖酵母 Condensin 组分 Ycs4，同源于裂殖酵母非 SMC 蛋白 Cnd1，在 rDNA
结构和完整性方面发挥重要作用。ycs4-1 突变体背景下，相比较野生型，rDNA
区发生很高频率的同源重组，有丝分裂后期核仁的分离也发生异常；同时 rDNA
区内的基因沉默解除[72]。鉴于在酵母细胞中，细胞进入有丝分裂，核膜不破裂，
核仁不解体，后期 Condensin 的集缩功能对于核仁的正确分离显得极为重要。 
裂殖酵母 Condensin 由五个亚基构成，包括 SMC（structural maintenance of 
chromosomes）亚基：Cut3、Cut14，非 SMC 亚基：Cnd1、Cnd2、Cnd3，其中
Cnd2是 kleisin亚基（表 1）。Kleisin亚基C末端结构域作为一个平台，和Condensin
其他亚基相互作用[73, 74]。Condensin 温度突变体，染色体集缩发生缺陷，导致染
色体分离异常，形成落后染色体或“cut”表型[63, 75]。 
 
表 1. 人类、芽殖酵母、裂殖酵母中 Condensin 组分的比较 
Table 1. Condensin subunits of human, S. cerevisiae and S. pombe[66] 
 
 
Iwasaki 等在裂殖酵母中研究发现，TBP（TATA box-binding protein）与
Condensin 亚基 Cnd2 存在直接相互作用，共同调节染色体高级结构的组装。
Condensin 在 RNA PolIII 负责转录的基因（如 5S rDNA、tDNA）和 RNA PolII
负责转录的活跃基因处有富集，其中 Cnd2-TBP 之间的相互作用负责招募
Condensin 到 RNA PolII 转录的活跃基因[76]。正因为 Condensin 总是和活跃转录
的基因联系在一起，Condensin 介导的染色体组装很可能影响着基因的表达。
Condensin 的突变会加强着丝粒区、RNA PolIII 负责转录的基因转录[77]。 
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裂殖酵母有丝分裂期，Condensin 主要富集于染色体着丝粒区和 rDNA 区。
在整个细胞周期中，Condensin 的量保持恒定。细胞有丝分裂间期，Condensin
定位于细胞质，进入分裂期后，Condensin 进入细胞核，定位到染色体上。Cdc2
激酶可以磷酸化 Cut3 T19 位点，介导 Condensin 的入核运动[78]。哺乳动物细胞
入核蛋白 importin ɑ的同源蛋白 Cut15 可以结合带有核定位信号（nuclear 
localization signal，NLS）的蛋白，通过核孔复合体（nuclear pore complexs，NPCs）
入核，Condensin 在 Cut15 作用下，进入细胞核[75]。Cut17 与人类染色体乘客蛋
白复合体（chromosomal passenger complex，CPC）蛋白 Survivin 同源，在染色
体正确分离过程中发挥重要作用[79]。Ark1 是裂殖酵母中仅有的一个 Aurora 激酶，
Ark1 可以磷酸化组蛋白 H3S10 位点[80]。Condensin 入核后，在 Cut17、Ark1 作
用下被募集到染色体上，其中动粒蛋白 Cnp1、Mis6、Mis13 介导 Condensin 定位
于染色体动粒区，Nuc1、Acr1 介导 Condensin 在 rDNA 区的富集（图 1-3）[81]。
细胞有丝分裂过程中，随着染色体结构的周期性变化，Condensin 在染色体上的
定位也呈现周期性。 
 
 
图 1-3. 裂殖酵母 Condensin 在着丝粒区、rDNA 区富集的调控因素 
Figure 1-3. Steps required for condensin to be accumulated at mitotic 
kinetochores and rDNAs in S. pombe[81] 
 
Nuc1 是 RNA 聚合酶 I 大亚基，nuc1-632 背景下，核仁不呈现正常的月牙状，
而是出现中空环状，这说明 Nuc1 影响着核仁的高级结构[82]。Rrn5 是一类上游激
活因子（upstream activating factor，UAF），能够识别 rDNA 上游启动子，从而促
进 RNA 聚合酶 I 转录的 rDNA。Acr1（accumulation of Condensin at rDNA）在整
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个细胞周期都定位于核仁，促进 Condensin 在 rDNA 区的募集，可能与芽殖酵母
Rrn9 同源，acr1-936 背景下核仁同样出现异常，呈中空环状结构[81]。Acr1 与 UAF
复合体（Rrn5、Rrn7、Rrn11、Spp27）[83]存在直接相互作用[81]。 
Tada 等在裂殖酵母中发现，Ark1 可对 Condensin 亚基 Cnd2 磷酸化，分别在
转录因子 TFIIIC 和 Monopolin 复合体 Pcs1/Mde4 作用下被募集到染色体臂和核
仁，磷酸化后的 Cnd2 可识别组蛋白 H2A N 末端，定位到染色体上（图 1-4），
并且 Co-IP 实验发现 Mde4 与 Cnd2 有相互作用[84]。 
 
 
图 1-4. Condensin 在染色体募集途径 
Figure 1-4. Schematic depiction of the pathway that regulates condensin 
localization on chromatin[84] 
 
Sutani 等发现，裂殖酵母细胞有丝分裂染色体集缩过程中，Condensin 能靶
向由基因转录产生的松散单链 DNA 结构，使这些松散单链 DNA 转变为双链
DNA，继而发生集缩[85]。Mollereau 等的研究表明，染色体核小体结构的去除，
有利于 Condensin 定位在染色体上，从而促进染色体集缩[86]。 
Takemoto 等在 Hela S3 细胞系中发现，CKII 在细胞分裂间期，对 Condensin 
I 进行磷酸化，Condensin I 受到抑制，不能定位到染色体上，进入有丝分裂期，
Cdc2 对 Condensin I 进行磷酸化，此时 Condensin I 可以募集到染色体上，当 PPase
将 CKII 介导的磷酸化去除，Condensin I 完全激活，染色体发生集缩[87]。在裂殖
酵母中，Kim 等研究发现，NCT 复合体（Nrc1-CKII-TAFs）负调控 Condensin 在
染色体动粒区的定位，其中 Nrc1 是 BET 家族具有多个串联溴结构域蛋白，CKII
是酪蛋白激酶，TAFs（TBP-associated factors）是一些转录激活因子（图 1-5）[88]。 
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图 1-5. NCT 复合体负调控 Condensin 
Figure 1-5. NCT as a Condensin Regulator[88]  
Hat1-Mis16 乙酰转移酶介导动粒区组蛋白 H3、H4 的乙酰化，乙酰化的组蛋白 H3、
H4 招募 NCT 复合体，CKII 磷酸化 Condensin，抑制 Condensin 的集缩功能[87]。有丝分
裂间期，组蛋白 H3、H4 高度乙酰化，NCT 复合体富集在染色体上，从而抑制 Condensin
在染色体上的定位；有丝分裂期，组蛋白 H3、H4 低水平乙酰化，NCT 复合体在染色体
上定位减少，促进 Condensin 在染色体上的富集。 
1.5 RNA 干扰（RNA interference） 
在高等真核生物中普遍存在 RNAi 机制，RNAi 是通过 siRNA（small 
interference RNA）调控特定基因转录后沉默。到目前为止，人们并未在芽殖酵
母中发现 RNAi 机制，但是，在裂殖酵母中存在 RNAi 机制，鉴于裂殖酵母作为
模式生物的优点，RNAi 的研究更为完善。RNAi 系统中包括双链 RNA 特异性核
酸内切酶（dsRNA-specific endonuclease，Dicer）、RNA 依赖性 RNA 聚合酶
（RNA-dependent RNA polymerase，RDRP）、ATP、解旋酶等。RNAi 过程中，
胞内长 dsRNA 被 Dicer 切割成 21~25nt 的 siRNA，siRNA 在解旋酶作用下形成两
条单链，其中反义链被 RNA 诱导沉默复合体（RNA－induced silencing complex, 
RISC）识别，形成成熟的 RISC，由于 siRNA 与目的基因 mRNA 同源，成熟的
RISC 能够特异性地剪切目的 mRNA，从而抑制基因表达。siRNA 还可作为引物
与目的 mRNA 配对，在 RDRP 作用下合成新的长 dsRNA，长 dsRNA 再被 Dicer
识别切割，形成新的 siRNA，所以少量 siRNA 即可高效抑制基因的表达[89-92]。
裂殖酵母中，RNAi 系统较为保守。Dicer 蛋白 Dcr1 负责将 dsRNA 切割形成小
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